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Introduccién.

El acido desoxirribonucleico (ADN) es una molécula que posee la informacion
genética en todos los seres vivos conocidos. Debido a la importancia de esta
estructura, estudios recientes en areas de quimica y biologia han enfocado los
esfuerzos a reconocer la causa de los dafios en la estructura, consecuencia de ellos

y métodos de prevencion, asi como de reparacion.t

Las principales causas de dafio al ADN se derivan de la radiacion ionizante, ya sea
por dafio directo sobre la cadena u oxidacion de las moléculas de agua contiguas
gue forman especies reactivas de oxigeno, las cuales posteriormente oxidan al
ADN. Estas especies reactivas de oxigeno (ROS), son uno de los factores de dafio
al ADN, principalmente el radical hidroxilo (OH"), peroxido de hidrogeno (H202),
ozono (O3) y derivados? son resultantes del proceso de estrés oxidativo que ocurre
en nuestro metabolismo como consecuencia de capturar la energia necesaria para

mantener en orden las estructuras celulares.3

Tanto las ROS, como la radiacion ionizante, tienen la capacidad de producir una
modificacion molecular (dafio) en el ADN, especificamente a través de la formacion
de radicales libres en sitios especificos de la estructura del nucle6tido debido a la
oxidacion de las bases nitrogenadas, estos radicales si no son estabilizados
rapidamente pueden llevar a dafios permanentes en la estructura del &cido
desoxirribonucleico.*°Es por ello que adquiere gran importancia el estudio de los
mecanismos de reparacion enzimaticos y no enzimaticos que previenen o reparan
el dafio que se genera como consecuencia de los procesos metabdlicos y agentes

externos.

El estudio en esta tesis esta enfocado en los mecanismos de reparacion no
enzimaticos, los cuales poseen un caracter quimico que involucran reacciones
moleculares que eliminan la presencia de los radicales libres que se forman sobre

la cadena lateral de ribosa.

La reparacion se lleva a cabo mediante reacciones quimicas en donde las moléculas

antioxidantes que tienen la capacidad de donar un atomo de hidrégeno o compartir



un electrén, estabilizan la cadena de ADN eliminando la presencia de los radicales.
Estas reacciones quimicas pueden ser descritas por un par de mecanismos
denominados Transferencia de &tomo de hidrogeno (HAT) y Transferencia de un
electron (SET).

Este estudio tedrico del dafio a un fragmento de ADN se realizé principalmente
sobre la base nitrogenada Guanosina, debido a que de las 4 bases que contiene el
ADN, es la que ha mostrado una oxidacién mayor,® por lo que al ser la mas
susceptible a perder un electron, es mas probable que la formacion de radicales
ocurra sobre ella, pudiendo estudiar asi una reparacion. El tipo de moléculas
reparadoras a utilizar son antioxidantes con capacidad de donar el atomo de
hidrégeno necesario para estabilizar la modificacion que ocurre, por lo que se
proponen moléculas derivadas y analogas al fenol.



Antecedentes
1 ADN.

Los acidos nucleicos son sustancias que contienen la informacion genética de los
seres vivos y se encargan del resguardo, transmision y procesamiento de esta
informacion. Estan presentes en el nucleo de las células y forman cadenas de

cientos de miles de bases.®

La jerarquia estructural en la que se puede describir la composicion de los acidos

nucleicos es la siguiente (Figura 1):

<Iim g AL
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Fig. 1 Bases nitrogenadas < nucleosidos < nucleétidos < acido nucleico

El ADN es uno de los poli nucleétidos mas importantes, esta especie esta
compuesta por una base nitrogenada enlazada a una molécula de desoxirribosa
para formar un nucleosido, que a su vez esta unida covalentemente a un grupo
fosfato formando un nucledétido, pudiendo ser la base nitrogenada una purina o
pirimidina.’

Las bases nitrogenadas que contiene al ADN son la Adenina (A), Guanina (G),
Citosina (C) y Timina (T), de las cuales, como se muestra en la figura 2, las primeras
dos se derivan de la estructura de la purina y las dos siguientes de la estructura de

la pirimidina.

Figura 2. Bases nitrogenadas del ADN®



Fue en el afio de 1953, que Watson y Crick® descubrieron la estructura del ADN,
basados en los trabajos de Rosalind Franklin y Maurice Wilkins los cuales utilizaron
la técnica de difraccion de rayos x sobre fibras de ADN para obtener un patrén de
difraccién, y junto con los descubrimientos de Chargaff, que habia descrito las
equivalencias entre las bases nitrogenadas, en las que Adenina se aparea con
Timina y Citosina con Guanina, por lo que propusieron la estructura final y hasta
ahora aceptada del 4cido desoxirribonucleico.

Esta estructura molecular se mantiene en todos los organismos solo variando la
composicién de sus bases, adoptando una geometria de doble hélice, en la cual las
bases se aparean a través de interacciones de puentes de hidrogeno y estan ligadas
entre ellas por un enlace fosfodiéster entre el carbono 5’ del primer nucledtido y el

carbono 3’ del siguiente, y puede ser observada en la figura 3.

Al ser de vital importancia, y estar expuesta a la variacién de su entorno, las posibles
modificaciones a su estructura van desde formacién de radicales libres en sitios
especificos, entrecruzamiento de pares de bases, hasta rompimiento de cadena o
cadenas debido a reacciones quimicas que ocurren sobre ella a causa de agentes
externos, como pueden ser especies reactivas de: oxigeno, nitrégeno o carbonilo,

radiacion ionizante, productos de la peroxidacion lipidica, o agentes alquilantes.®

Surco menor /‘/

Surco mayor

Figura 3. Representacion esquemadtica de la composicion del
ADN, apareamiento de bases y estructura en 3 dimensiones. 8



2 Especies reactivas de oxigeno y antioxidantes.

La oxidacion de moléculas a nivel celular es causada por procesos metabolicos del
oxigeno molecular en el aprovechamiento de alimentos dentro del cuerpo humano?°,
estos procesos de oxidacion desempefian un rol principal en la obtencién de energia

util en las actividades cotidianas.

De esta manera el hecho de que dentro de nosotros ocurran reacciones quimicas
de oxidacion es inevitable; sin embargo, como productos secundarios de estas
reacciones tenemos a las ROS (Reactive Oxygen Species), entre las cuales se
encuentran el peréxido de hidrégeno (H202), oxigeno singulete (*O2), y varios
radicales libres tales como el radical hidroxilo (OH®) y el radical libre superéxido
(O2"). Todas las especies derivadas del oxigeno son altamente oxidantes y
electréfilas (de ahi su nombre), son inestables y reaccionan de una manera no
especifica con la mayoria de las moléculas biolégicas por lo que pueden dafar las
células, ya sea por oxidacion directa o iniciando una cadena de reacciones que

resultan en peroxidacion lipidica u oxidacion al ADN y proteinast?.

Para evitar la propagacion de estas especies, existen moléculas denominadas
antioxidantes, las cuales, como su nombre lo indica, reaccionan con las ROS para
prevenir y retardar el dafio que provocan, también pueden prevenir la formacién de
dichas especies reactivas o reparar el dafio ocasionado por ellas. Sin embargo, las
ROS no son uUnicamente perjudiciales, participan en procesos de sefializacion,
como mensajeros, al igual gue como metabolitos regulatorios de distintos sistemas
necesarios para la supervivencia de las células'?, también ayudan a mejorar su
resistencia al estrés oxidativo. Se ha reportado que las especies reactivas de
oxigeno tienen un papel importante en la defensa contra ambiente microbiano y en

la regulacion de funciones de las células vasculares y cardiacas.!?



Tabla 1. Tipos de especies reactivas de oxigeno

Nombre Formula Actividad

Estado reducido del oxigeno
producido por la cadena de
Radical anién superéxido O~ transporte de electrones y es
el principal responsable de

la formacién del H20.

Radicales altamente
Radical hid | reactivos causantes del
adical hidroxiio M
HO mayor dafio a las células

biolégicas.

Moléculas capaces de
penetrar la membrana
, . o lipidica, su funcion es de
Peréxido de hidrégeno H,0, o

sefializacion.
Puede reaccionar con otras

moléculas para formar OHs.

Son producidas cuando

moléculas de Oz reaccionan

Peréxinitrito ONOO~ con NO, cal.Jsan rompimiento
homolitico que forma

radicales OH y dioxido de

nitrégeno.

Radicales poco reactivos

_ ) ] RO que, sino son reparados,
Radicales alcoxi-y peroxi- )
pueden continuar con una

ROO

cadena de propagacion.

Cuando ocurre dafio oxidativo sobre organelos o moléculas bioldgicas, se le
denomina estrés oxidativo y es causado por un desbalance entre la produccion de
ROS y degradacion de estas. Usualmente involucran reacciones de radicales libres
y moléculas de gran importancia biolégica, teniendo como consecuencia
enfermedades tales como: diabetes, Parkinson, cancer, Alzheimer, artritis.'* Se
asocia este incremento de dafio oxidativo a la reaccién de Fenton, que es parte del
ciclo de Haber-Weiss'®. (pkA HO2=4.77)6



Fe** + 0y — Fe** +0,  Ecuacion 1.1
Fe’*t + H,0, — Fe*™ + OH™ + HO" Reaccién de Fenton. Ec. 1.2

HO' + H,0, — H,O+ O0;” + H" Ec. 1.3

Este ciclo ocurre por la reduccion del cation férrico, seguida de la reaccion de
Fenton, que produce radicales los altamente reactivos OH* debido a la reduccién
por un electron (one-electron reduction) del peréxido de hidrégeno. El radical
superoxido es recuperado por el consumo de otro mol de peréxido de hidrégeno, o
producido por el cuerpo, mientras que el cation férrico es nuevamente reducido para
continuar el ciclo. El hierro actta como un catalizador Unicamente. Se ha
descubierto otro mecanismo, por el cual el catién Fe?*, culpable del dafio oxidativo,
es producido a partir de la reduccion del cation Fe3* dentro del cuerpo humano, y es
por la formacion de complejos de coordinacion con moléculas antioxidantes como
el acido ascorbico.'®1’ Lo anterior puede ser representado mediante la siguiente

reaccion?’.

2Fe’ + H,A — 2Fe*t + A*” + 2HY  Ec. 1.4

Asi las cosas, a pesar que la formacion de Fe(ll) no es proporcional a la
concentracion de acido ascorbico, se encontré que la presencia del &cido si tiene
un efecto indirecto debido a la quelacién con el ion metalico.” Aunque existe esta
contribucion de los antioxidantes al ciclo de Haber-Weiss, han sido mas sus
propiedades reportadas en contra del estrés oxidativo y en general en efectos
benéficos en la salud humana, especialmente en aquellas enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo.14



Una de las consecuencias del estrés oxidativo es la auto oxidacion de lipidos debido
a la accion del oxigeno singulete (*O2), producido por catalisis de un metal o
exposicion a la luz y por esa especie inicia una cadena de reacciones con radicales

libres que se propagan entre ellas, dafiando especies cercanas.

La cadena de reacciones sigue el mecanismo*? presentado a continuacioén y puede
ser interrumpido por especies antioxidantes o en la terminacién del ciclo de

propagacion.

R= COOH-(CH2)n-CH,

Iniciacion.
RH —- R+ H Ec.15
Propagacion.
R +0, — ROO" Ec. 1.6
Puede continuar
ROO" + RH — R + ROOH Ec. 1.7
Terminacion
R+ R
R+ ROO — productos noradicales EC. 1.8
ROO + ROO’

Los antioxidantes que tienen el rol importante de detener el estrés oxidativo tienen
distintas maneras de ser clasificados. Por su origen si es dentro o fuera del cuerpo,
ya que estos pueden ser enddgenos como puede ser el glutation o exdégenos por
ejemplo el &cido ascorbico. Por su mecanismo de actividad los cuales pueden ser
enzimaticos como la enzima catalasa y no enzimaticos como los catecoles. Por su
estructura entre los que se encuentran los fendlicos, flavonoides, stilbenos,
derivados del acido benzoico o del acido hidroxicinamico. También pueden ser
clasificados por su actividad, de la cual existen 2 tipos e incluso algunas moléculas

pueden presentar ambos tipos de actividad.



El tipo I, antioxidantes directos o interruptores de cadena, este tipo de antioxidantes
actua directamente sobre las especies radicalarias interrumpiendo la propagacion y
la oxidacion provocada por especies con radicales libres, basicamente tienen una

funcién neutralizadora y producen especies mucho menos reactivas.

El tipo Il son aquellos antioxidantes que retrasan 0 interrumpen procesos
generadores de ROS o especies con radicales libres en procesos como quelacion
de metales, descomposicion de peréxidos, reparacion de radicales tipo |,

desactivacion de Oz y absorcién de radiacion UV.14

Tabla 2. Estructuras de los antioxidantes fendlicos y acidos, capaces de actuar
como tipo ly tipo ll.

Nombre Estructura general

OH

. . HO. OH
Polifendélicos

OH
O oH
Stilbenos y Flavonoides RO O‘ RO O AN O -
OH

OR" o OR"

Tiofenodlicos

COOH

Derivados del acido benzoico

COOH

HC=—=CH

Derivados del acido hidroxicinamico




Estas especies antioxidantes pueden reaccionar de maneras diferentes para
cumplir su funcion de detener el estrés oxidativo o reparar el dafio producido por

este segun sea el caso, ejemplo:

Efecto directo. Ec. 1.9

o') o)

OH OH
> UH ? UH '/8 °

Efecto pro-oxidante. Ec. 1.10
OH OH )
OH OUZ_ o Oz\_/?{ % (8 o

En las ecuaciones 1.9 y 1.10 se observa la funcién antioxidante y pro-oxidante de

las moléculas utilizando el catecol.

10



3 Dario al ADN

Como ya se ha mencionado, el ADN es susceptible a modificaciones en su
estructura debido a la interaccion con su entorno, esta expuesto a especies
altamente reactivas, las cuales oxidan la cadena formando distintas especies sobre
ella, como lo son “huecos” (sitios que pierden un atomo de hidrégeno y dejando un

electron desapareado) o los aductos entre las bases y otras especies.

Debido al potencial de ionizacion de las distintas bases que conforman la cadena
de ADN, el “hueco” (cation radical) formado debido a la oxidacion, llega a la base

de menor potencial de ionizacion, la guanina.

)

' Ni.zﬂ
3 _T+

e
_C+
A"
G ‘y‘o_ 18)
(—.. ) —A" 9.14
IPvert
(0.47) 8.94
o 1Pyer 8.87
8.24 8.44 8.26 8.68 Poae
IPvert 777 IPverl IPadm IPadm
IPadia
G° A° c? T°

Figura 4. Potencial de ionizacion adiabatico y vertical para las
bases nitrogenadas del ADN medidas experimentalmente.®

La formacion de este “hueco” es decir la pérdida de un electron, lleva a la
subsecuente perdida de un proton, exponiendo la cadena a modificaciones
estructurales con consecuencias en la integridad genomica de la informacion del
ADN.

Con la finalidad de catalogar el origen de este dafo, se ha clasificado en 2 grupos:

11



3.1 Dafo Indirecto.

Como se menciond en el capitulo anterior, las especies reactivas de oxigeno y
especies con radicales libres, interactian no especificamente con moléculas de
importancia biologica, teniendo como consecuencia el dafio sobre la cadena de
ADN, el cual sélo puede ser reparado por vias enzimaticas, quimicas o en ciertos
casos no ser reparado y se lleve a la degradacion de la cadena para formar una

nueva.

Cuando las ROS atacan el ADN, los principales productos de esta reaccion son la
formacion de radicales en sus bases y en la porcion de la ribosa. Las principales
especies relacionadas con este dafio son el radical hidroxilo (OH®) que forma
aductos con las bases como Guanosin8OH 18, produce apertura de los anillos y
radicales alilicos.

8.0E+03 - Q

HNJINXOH
HaN Sy

NP, CH,-OH

70E+03
GS8OH Ho" ‘on
B6.0E+03

Main channel:

G— 56— 3G(-H)5'
Secondary channel:

G—2 5G8OH"

5.0E+03 -

40E+03 -

Absorbance

20E+03 -
[+] . —‘;
HN
\
NS %

N O cH,-OH

20E+03 1y

1.0E+03 4 G+ HO" oH

0.0E+00

250 350 450 550 650 750 850
Wavelength {(nm)

Figura 5. Espectro UV e interpretacion para el mecanismo de
oxidacion de la Guanosina con OH". G (guanina) 8
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3.2 Daiio Directo.

El dafio directo es causado por la incidencia de radiacion ionizante sobre la cadena
de ADN. Esta radiacion ionizante induce la formacion de huecos sobre la cadena de

ADN que llevan a la desprotonacion del aztucar del ADN.

Como su nombre lo indica, este dafio se produce por la ionizacion de cada
componente del ADN (bases, azucar, fosfato) al igual que las moléculas de agua
que la rodean y como consecuencia produce una cascada de electrones
secundarios llamados electrones de baja energia (low-energy electrons LEE) que
producen rompimiento de cadenas simples y dobles cuando no son capturados por

las pirimidinas o atrapados por una carga positiva.®

Ecuacion 1.11. Mecanismo de dafio a la guanosina.

G-t —L e

3.3 Estudios de dafio al ADN

De cualquier modo en el que la molécula de ADN es dafiada, el sitio mas probable
en donde ocurra el dafio es en la Guanina, produciendo un catién radical G** que
posteriormente llevara a la pérdida de un proton sobre la base Guanina y dejando
un radical neutro que termina deslocalizado, dando como resultado la especie G°,

en donde el radical se sitia usualmente sobre la desoxirribosa o sobre la base.18

Se han realizado varios estudios tanto de caracter teérico como experimental para
encontrar el sitio de formacién de radicales sobre el nucle6tido guanosina. Swarts
et al. (2007)*° investigaron los mecanismos de dafio por radiaciéon al DNA, donde
irradiaron placas de cadenas de ADN (oligodesoxinucleotido d(GCACGCGTGC)2)
con rayos X y midieron la formacion de radicales sobre las bases y las porciones de
azucar mediante espectroscopia de masas acoplado con cromatografia de gases y

cromatografia liquida de alta resolucion, respectivamente.

13



Sus conclusiones establecen que el dafio medido por radiacion sobre el par de
bases Guanina-Citocina (G:C), es de 349 nmol/J. El total de dafio medido es
significativo en cadenas con mayor cantidad de pares G:C debido a que son
relativamente mas susceptibles que Adenina-Timina (A:T). El dafio a las bases
respecto a la desoxirribosa es aproximadamente 3:1. Sin embargo el rendimiento
proyectado de dafo de radicales en la desoxirribosa es insuficiente para reportar el

dafio total a esta porcion.

También, Khanduri et al (2008)?° publicaron sus resultados sobre la formacién de
radicales de azucar del RNA mediante procedimientos experimentales via
excitacion del catién radical Guanina, asi como calculos tedéricos de las especies
radicales mas estables, utilizando la teoria de funcionales de la densidad, el
funcional B3LYP y la base 6-31G*.

El estudio experimental se realizé utilizando oligdmeros de RNA, irradiados con luz
ultravioleta y estudiando las muestras con la técnica de resonancia de espin

electrénico.

Figura 6. Ejemplo de la foto excitacion del catién radical G™*y la
localizacién de un radical en el Carbono 5’ 2°

Entre sus resultados concluyen que la presencia de fosfatos desactiva el sitio
adyacente para la formacién de un radical, es decir, los carbonos 3’ y 5 de la
desoxirribosa que se encuentran en una cadena, no pueden presentar la formacién
de radicales libres debido a la disponibilidad de electrones que presentan los
mismos fosfatos. Ademas, la informacion espectroscopica sugiere la presencia del

radical en C1’ o C4’, que esta respaldada por los célculos tedricos en donde la
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especie mas estable es el radical C4’ en la conformacion C2’-exo y el C1’ en la

conformacion C2’-endo.

PO, PO,
./K 1 / = /_,_/ 23.53
/ X 3.03 G
l} '-_/4
2058 1.04 -—
Cl' (C27-ex0) .

Cl1's (C2’-endo)

Figura 7. Estructuras para la configuracién, exo y endo con
radical situado en Carbono 1’ estudiadas por Khanduri et al. %

En un estudio realizado por Galano y Alvarez (2012)2! analizaron, por métodos
computacionales de caracter ONIOM los distintos productos de la desprotonacion
del cation radical G™* encontrando un orden de estabilidad en la formacion de
radicales neutros en los carbonos de la desoxirribosa, “siendo los mas estables
aquellos que se localizan sobre los carbonos C4’ y C5’, coincidiendo asi con la
hipétesis de que son los mas susceptibles debido a la maxima exposicién al

solvente”.

OH = N-H=-1,_0
a N=( KS‘J-N oroHN N °
HO HfN_H g \ﬁ-——-H-N\}\N
H o
H HO/FIJ"\ o !“’
_H-N OPO N Q---H-N 0 | oM
B 2 3
(/ / X _m (o] I‘\J/ / N—H-‘-'N!’ N
) Nl et D
N=( b, H " N-H-----0
N-H-----0 o ¥ o
" H F'{-, H /,\p“oH
ol HO"ro N-H N o] r!)
oH ¢ 0-- m HO o 7 — j: o
o N\g/—g’l—H__i_N ) o o N‘<\- “*=-H-N -
N={ % O-eeee H-N
N=H=----- le} H
HO ¥ OH HO H
(c) (@)

Figura 8. Modelos propuestos para el calculo de estabilidad de
los radicales neutros en la desoxirribosa. 2!
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El orden de estabilidad encontrado en el modelo (d) fue C4* > C5* > C3" > C1" >

c2".

Este orden se mantiene similar en (a), pero invirtiendo la estabilidad de los radicales
en C4y C5™ debido a que no se considera la presencia del fosfato y el impedimento

de reorganizacion por el apareamiento entre bases y el esqueleto de la cadena.

Tomando en cuenta las investigaciones hechas respecto al dafio del ADN, se
propone que uno de los sitios de formacion de un radical libre corresponde al

carbono 4’ de la Guanosina, sitio que se muestra en la figura 9.

(o] NW
N O.
O~
HN>\_\S/N P,
=N T Mo OH
HoN 0-¢ HO
5
) o—R
_oH N2/
o=R
o HO

Figura 9. Sitio de formacién de radical en la desoxirribosa del
nucledtido Guanosina.
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4 Reparacion del ADN.

El dafio al ADN ocurre por diversas fuentes y, en cada paso del proceso de dafio,
ocurren distintos mecanismos de reparacion o prevencion con la finalidad de que

realice sus funciones biolégicas adecuadamente.

Especies

Reactivas de FormaC|on de
oxigeno o catidn radical
radiacién
ionizante.

eAntioxidantes tipo Il, eAntioxidantes tipo I, e Antioxidantes eDafio irreparable o
que absorben reaccionan fendlicos tipo |, Unicamente reparable
radiacién UV o rapidamente capaces de donar un por procesos
impiden la formacidn  donando un electrén atomo de hidrégeno enzimaticos.
de ROS para estabilizar el para eliminar el

catién radical. radical

Figura 10. Esquema del proceso de dafio al ADN y especies
asociadas a su reparacion o prevencion.

Los mecanismos de reparacion rapida para reacciones que involucran moléculas
bioldgicas, como puede ser el ADN o aminoacidos, consisten en la neutralizacion
de radicales libres debido a la accion de antioxidantes tipo |, ya sea donando un
electrén, un proton (H*), o un atomo de hidrégeno, de manera directa o secuencial.

De manera general ocurre una transferencia formal de hidrégeno.

S } F-o
‘1}, A+ + DH A" + DH
7% 2
&
A & T PT «557/\ 2 PT
X
R +o

2" "AH + D —ggr~ AH + D

Figura 11. Mecanismos de reacciones de reparacion.??
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Existen distintos caminos por los que puede ocurrir esta reparacion como se muesta
en la figura 11, como pueden ser la transferencia de un atomo de hidrégeno HAT
(hydrogen atom transfer), transferencia de un electron SET (single electron transfer),
transferencia secuencial de proton-electron PEST (Proton-electron sequential
transfer), transferencia de protdén-acoplado a electron PCET (Proton-copuled
electron transfer), transferencia secuencial electrén-proton EPST (Electron-proton
sequential transfer) o pérdida de proton transferencia de electrén SPLET

(Sequential proton-loss electron transfer), entre otros. 2

La diferencia entre los mecanismos de transferencia directos y la transferencia
secuencial es la ocupacion de los orbitales involucrados en especies reparadoras y
aguellas con radicales libres, HOMO y los ocupados por un solo electron SOMO,
respectivamente, por lo que al ocurrir una transferencia directa se lleva a cabo un
proceso electrénicamente adiabatico, donde no hay redistribucién de carga y los
orbitales practicamente no se ven modificados por la transferencia de un atomo de
hidrogeno; en cambio al ocurrir la transferencia de un electron se puede asociar a

un proceso secuencial.

Existe un proceso electrénicamente no adiabéatico donde los orbitales SOMO que
se encuentran en la especie daflada se ven modificados por la donacién de un
electrén lo que provoca una redistribucion de carga por el apareamiento entre

electrones.23,24

En el caso del ADN, como se muestra en la figura 10, las especies formadas por el
dafio oxidativo de ROS y LEE son el cation radical G™*y G'(-H*) por lo que los
mecanismos propuestos para evitar que el dafio se propague son de transferencia
directa y se reducen a SET y HAT, ya que los radicales formados sobre la ribosa
son centrados en carbono y estos 2 mecanismos son los mas viables de ocurrir en

este tipo de radicales.

El mecanismo HAT describe la transferencia de un hidrégeno perteneciente a una
especie antioxidante, formando un estado de transicion como se observa en la figura
12, por ello la importancia de que los antioxidantes sean derivados del fenol para

asi formar una especie menos reactiva y reparar el dafio sobre la Guanosina.
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O0—c
HoN /‘ “H OH
o] 0
! N
HO\T:O /’
o HO =

Figura 12. Estado de transicidn de reparacion del radical C4’ en la
Guanosina por donacidn de un atomo de hidrégeno del pirogalol.

Ecuacién 1.12. Reaccion de transferencia de hidrogeno.

H
N/H N N/
N / \ )\ H
H%f/)\NxH OH w—L 't OH
N \ .
NT N ! OH i :o
H
+

OH

H
—_—
9 ' )
& OH ’
H7( OH
HO™ |

Mientras que el mecanismo SET impide la pérdida del protén en G, donando un
electron del antioxidante para estabilizar tanto la carga como el radical apareando

el electrdn libre y evitando que el dafio continGe.

Ecuacion 1.13. Reaccion de transferencia de un electrén.

o+
r - H
N N/H N N/
H ot
e Wi AT
NN OH N H OH
0 + —_——— O +
OH OH
. OH
OH
o', 1 HO™ |,
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Marco teérico

5 Quimica Computacional.

La quimica computacional nacio como disciplina en los afios 70 enfocada al disefio
y estudio de moléculas, utilizando computadoras y programas para calcular
propiedades de interés quimico; es por ello que la quimica computacional tiene un
caracter predictivo, el cual es Gtil para acotar los procedimientos experimentales en
nuevos campos. Esta compuesta por 3 ramas fundamentales las cuales son la

teoria, el modelo y computo.

La teoria de la quimica computacional comprende todo aspecto que ha sido
desarrollado para explicar las observaciones experimentales, puede ser desde la
propuesta de estructuras hasta la formulacion de ecuaciones que describan los

resultados obtenidos en el laboratorio.

El modelo quimico, concepto introducido por John Pople, indica que consiste de la
combinacion de un método tedrico y un conjunto base, es decir que el modelo debe
estar construido sobre método matematico implementado y automatizado, con
resultados aproximados y el sistema de estudio debe estar construido de manera

que represente al sistema real.

Foresman menciona que: “‘un modelo debe ser aplicable en forma uniforme a
cualquier sistema molecular, independiente de su tipo y tamafio, siendo la

capacidad de computo su unica limitante”.

El computo consiste en el uso de procesadores capaces de realizar operaciones
matematicas desde simples hasta complejas asi como herramientas conocidas
como interfaz grafica para representar los sistemas, las cuales pueden ser
programables y dependen del nUmero de bytes que pueden ser procesados a la

vez.

Por lo que realizar una definicién de la quimica computacional seria la siguiente: El
uso de métodos matematicos para predecir propiedades de las moléculas con la

finalidad de resolver problemas de interés quimico utilizando computadoras.
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6 Quimica Cuantica.

La quimica cuantica es una aplicacion de la mecéanica cuantica a las reacciones y
especies quimicas, como lo son atomos y moléculas. Se basa en la resolucién
matematica de funciones que describen las propiedades de las particulas
subatémicas de las que estdn compuestos los atomos, estas propiedades se

derivan al aplicar un operador sobre la funciéon de onda ¥(q,¢)?.

De acuerdo a un postulado de la quimica cuantica, la evolucion del estado ¥ (q,t) en

h 0¥(z,t)

el tiempo esta dada por la ecuacion — o
7

= HV(z,t), donde H es el operador

Hamiltoniano, un operador asociado a la energia del sistemay n = M

27

Es posible mediante la separacion de variables para estados estacionarios obtener
una funcion independiente del tiempo, a la cual al aplicarle el operador # se obtiene

ecuacion de Schrodinger.
HV = EV Ec. 2.1

Este y otros postulados son utilizados para resolver las funciones que describen
nuestros sistemas moleculares, los cuales consisten de interacciones entre varias
particulas como electrones y ndcleos. Si se asume que estas particulas tienen una
masa y una carga puntual se puede escribir el siguiente Hamiltoniano para un

sistema molecular:
Ec. 2.2

6ZZ

Ry RN SR P

k Tik 1<j z] k<t Tk

Los indices #, [ se refieren a los nucleos asi como i, j a los electrones; ry m, se

refieren a la distancia y la masa de las particulas respectivamente. El primer término
es el operador de energia cinética de los electrones, el segundo operador es el de

la energia cinética de los nucleos, el tercero se refiere a la energia potencial de la
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interaccion electron nucleo; el cuarto a la energia potencial entre los electrones y el

quinto, a la energia potencial entre los nucleos.

6.1 Aproximacion de Born-Oppenheimer.

Debido a que la resolucion de la ecuacion de Schrédinger de una molécula es
imposible de manera analitica, se utiliza la aproximacion de Born-Oppenheimer la
cual simplifica el sistema de estudio dividiendo al operador Hamiltoniano en su parte

electronica y su parte nuclear.

Esta aproximacion considera a la masa de los electrones mucho mas pequeiia que
la de los nucleos, por ello se puede considerar a estos Ultimos como cargas
puntuales ya que los electrones se mueven mucho mas rapido, lo que permite
considerar constante el término de energia cinética nuclear y el hamiltoniano queda

separado en 2 operadores, la repulsion entre los nucleos:

2
4,7
k21
Vv = Z Ec. 2.3
k<l T
y el hamiltoniano electronico:
h? e*Z e
Hy =) -—Vi-20 —"+),— Ec24

i 2m, i ko Tk i<j i

La energia puramente electrénica E. de la molécula se obtiene al resolver:

H,V =FEV Ec.25

Como adicionar una constante a un operador Unicamente se suma al valor propio y
no tiene efecto sobre la funcion propia de este operador se puede calcular la energia

electronica U a partir de E.y la cantidad constante 7 :

U= Eel =+ VNN Ec. 2.6

Para tomar en cuenta el movimiento nuclear entonces se resuelve:
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HyWV = EV gc 27

donde Hv es el operador que considera este movimiento nuclear el cual incluye el

término U de la forma:

12 1,
Hy=—-——) —V, +UEc28
2 57 my

6.2 Principio Variacional.

El principio variacional es un teorema desarrollado con la finalidad de encontrar
soluciones aproximadas al problema de valores propios como puede ser en la
ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo, que al ser una ecuacion de
valores propios que no tiene una solucion exacta a excepcion de los casos mas
simples, es necesario utlizar este teorema para encontrar la energia

correspondiente.

Un par de suposiciones son realizadas por simplicidad, una de ellas es que el

conjunto de valores propios, I, es discreto y dado que el operador Hamiltoniano,

H, es un operador hermitiano, los valores propios son reales y las funciones propias

correspondientes seran ortonomales.
La segunda suposicion es que las funciones propias de H forman un conjunto

completo y por lo tanto cualquier funcién (CD) gue cumpla las mismas condiciones
de frontera que el conjunto {‘P} gue puede ser escrita como la combinacion lineal de

funciones ¥, %0 asi:

¢ = Zcijz Ec.2.9
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Se establece que existe una energia basal exacta Iio cuyo limite superior

corresponde al valor esperado del operador hamiltoniano, por lo que se puede llegar

a las siguientes expresiones:

f@H@dr — Eofszdr = ZCZQ(EZ —Ey) Ec.2.10

f OHDdr
W > Ey  Eco1m1

Ya que todos los coeficientes ci? tienen que ser mayores o iguales a cero, se cumple
que (E, — E,) > 0 llegando asi al principio variacional para el estado basal, que nos

indica que la energia de una funcion de onda aproximada es siempre mas alta que
la exacta. Por lo que una medida de la calidad de la funcion de onda, es la energia:

mientras mas baja sea la energia, mejor la funcion de onda.

Ey > E, Ec.2.12

6.3 Funciones Base.

Las funciones base son aquellas funciones que representan un espacio vectorial, y
se pueden utilizar para construir funciones de onda que describen los sistemas

moleculares, a partir de una combinacion lineal de funciones de onda atémicas.

Es importante definir el sistema de funciones base, debido a que estan relacionadas
directamente al costo y eficiencia de los calculos ab initio, ya que el esfuerzo

computacional aumenta en proporcién al nimero de funciones utilizadas.

Estas funciones base deben de ser elegidas de tal manera que tengan una utilidad
para describir los sistemas quimicos, y que se empleen las minimas necesarias para

no afectar la precision del célculo.

Existen 2 tipos de funciones base para describir orbitales de los atomos. Los
orbitales tipo Slater y los orbitales tipo Gausianos.
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Los orbitales tipo Slater tienen la forma:

Ec. 2.13

(QC)n—H/Q

00

QO(’I",Q,QS : C:nalam) —

Se compone de 2 partes, una parte radial y una esférica, la parte radial contiene

una constante de normalizacién que corresponde a la fraccion en el lado derecho
de la ecuacion, siendo z el nimero cuantico principal, { (zeta) una constante

relacionada con la carga nuclear efectiva, r, la distancia del electrén al nucleo.

La parte angular, Y;"(6.¢) que se le conoce como armonicos esféricos de Laplace,
depende de los nimeros cuanticos de momento angular /y momento magnético .
La principal caracteristica de los orbitales del tipo slater es que representan los
orbitales de atomos hidrogenoides de manera muy precisa, pero a medida de que
el numero funciones base aumenta, la solucion iterativa de las funciones base que

representan una molécula tiene un costo computacional muy alto y no tienen una

solucién analitica.

Se propone un nuevo tipo de orbital del tipo Gausiano que facilita la solucion de este

problema, esto se debe a que se modifica el decaimiento radial de ¢ a ¢ .

La forma de estas nuevas funciones es la de una funcion gausiana, entonces los

Orbitales tipo gausianos en coordenadas cartesianas quedan de la forma:

Ec. 2.14
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/2
kefa(zz +y?+2?)

3/4 itk oy 1
2_@] (8a) Itk 1K1 iy

(20)1(27)1(2k)!

En esta ecuacion a es un exponente que controla el decaimiento radial del orbital

(b(LE,’y,Z;G{,’L,j,k) = [

m

respecto al ndcleo y los indices 77,4, son nimeros enteros no negativos que definen

el tipo de orbital que se trata.

Las funciones del tipo gausiano fallan en representar los orbitales cercanos al
nudcleo, al igual que muy alejados de este, a pesar de esta deficiencia son utilizadas
debido a que es posible calcular las integrales electronicas de manera analitica.
Esto se debe en parte a que el producto de 2 funciones gausianas en diferentes
centros, generan una tercer funcién gausiana en un solo punto, por lo que facilita la

resolucién de las integrales bielectrénicas.

Para representar de manera eficiente los orbitales atomicos, se realiza una
combinacion lineal de estas ultimas funciones para representar un orbital tipo Slater
de los cuales aparecen un nuevo tipo de funciones de base minima, llamadas STO-
NG, en donde N es el nimero de funciones gaussianas primitivas contraidas (es

decir una combinacion linear) para representar los orbitales cercanos a los nucleos.

Por ejemplo una funcion base STO-3G es representada asi:

¢1s (STO - SG) = Cl¢15 (041) + CQ¢15 (042) =+ 03¢15 (043) Ec. 2.15

Tanto ¢;como a; son coeficientes que se tienen que encontrar para ajustar la
funcién.
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Figura 13. Representacion radial para el orbital 1s con un electrén, para
los distintos tipos de funciones base?®

Mientras mas gausianas primitivas sean utilizadas, mejor asemejan a una funcion
tipo Slater, como se puede observar en la figura 13, sin embargo también se vuelve
mas costosas de evaluar computacionalmente. Debido a esto, es importante
seleccionar la base minima que representen los orbitales de que contienen los

electrones de los atomos neutros de la molécula.

Para lograr esta representacion, se puede mejorar la base aumentando el nimero
de funciones, por lo que se incluyen funciones doble-, es decir se duplica el nUmero
de funciones utilizadas para construir los orbitales. Asi para el &tomo de hidrégeno
se tienen 2 funciones s denotadas como s y s’, para los siguientes 3 elementos
cuatro funciones s y 2 funciones p, para el resto de la segunda familia y 4 funciones

s (1s, 1¢’, 2s, 2s’) y 6 funciones p (px, px’, pY, pY, Pz, pZ’).%°

Ya que el enlace entre atomos se debe a la interaccion entre los electrones de
valencia, tiene mas importancia desde un punto de vista quimico tener orbitales
flexibles que puedan representar esta interaccién, por lo que se desarrolla una base

dividida en la que el nacleo se describe por la contraccion de las gausianas
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primitivas y los orbitales de valencia por las funciones doble-, triple-C, cuadruple-¢,

etc.

Se pueden incluir funciones de polarizacion para describir la densidad en el entorno
de los atomos al representar orbitales que estan en el mismo numero cuantico
principal de la capa de valencia, pero corresponden a un namero cuantico angular
superior. Al igual que funciones difusas, para describir la distribucion electronica en
la molécula, como en el caso de los aniones, debido a que la flexibilidad de la base
debe permitir a un electrén débilmente enlazado a localizarse lejos de los nucleos.
Para lograr esto, las funciones gausianas a usar, tienen el mismo niumero cuantico

angular de la capa de valencia, pero un exponente a mas pequefio.?’

(e]

VRN

Coo@® . 0
of NiNeR

Figura 14. Orbital molecular formado por la interaccién entre la combinacion
antisimétrica de los orbitales 1s de H y pxdel oxigeno. Las interacciones de enlace
son mejoradas al mezclar una cantidad de cardacter dy, del oxigeno al orbital
molecular.?’

Pople desarroll6 bases divididas, que tienen la forma k-nlmG donde el término k
denota el nUmero de gaussianas primitivas contraidas para describir los orbitales
internos, y los numeros nim expresan la cantidad de funciones en las que se dividen
los orbitales de valencia asi como el nUmero de gaussianas utilizadas. Por ejemplo
la base en 6-31+G(d,p) contiene 6 funciones gausianas primitivas contraidas para
construir los orbitales del ndcleo, 3 gausianas contraidas, mas una gausiana para
describir los orbitales de valencia, una funcién difusa de orbitales s y p para &tomos
con carga nuclear Z>2, y funciones de polarizacion de orbitales d para los atomos

del segundo periodo y p para los hidrégenos.
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7 Teoria de los funcionales de la densidad.

La teoria de los funcionales de la densidad aparece debido a la necesidad de
evaluar las propiedades mecanocuanticas a partir de alguna propiedad fisica
“observable” de la funcién de onda. Hohenberg y Khon propusieron que la densidad
electronica podia contener la informacion de los N electrones que se encuentren en

la molécula y que la energia puede ser encontrada utilizando esta propiedad.

Asi, para conocer el nUmero de electrones, se puede integrar la densidad sobre todo

el espacio:
N = f p(r)dr Ec.3.1

Por lo que a partir de esta densidad p, los términos del Hamiltoniano electrénico que
dependen de la posicion relativa de los electrones pueden ser sustituidos por esta
propiedad observable que al tratarse de funciones cuyo argumento son funciones

también, se les denomina funcionales.

7.1 Teoremas de Hohenberg y Khon?’

Con la finalidad de realizar una descripcién completa de la estructura electrénica de
las moléculas a partir de su densidad, Hohenberg y Khon establecieron 2 teoremas

para darle validez.

El teorema de existencia demuestra que la densidad electronica del estado
estacionario p(r) de una molécula determina el nimero de electrones, por lo tanto
el potencial externo, y por ello determina la funcion de onda y el hamiltoniano. Es
por eso que no pueden existir 2 estados estacionarios diferentes con la misma
densidad electrénica. Y se puede afirmar que esta probabilidad de densidad

electrénica contiene toda la informacién del sistema.

Entonces, la energia electrénica del estado basal es un funcional de la densidad

electrénica y puede expresarse como:
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Ec. 3.2

Elp(r)] = T,,lp(n)] + V. [o(r)] + Ve [p(r)] + ATlp(r)] + AV, [p(r)]

Eye [p(r)]

de la cual Tn[p(r)] es la energia cinética para un sistema de electrones no
interactuantes, Vze[p(r)] es el potencial externo, Vee[p(r)] es la energia electrostéatica
de repulsion entre electrones. Los 2 dltimos términos son la correccion a la energia
cinética que se debe a la interaccidon entre los electrones y las correcciones no-
clasicas de la energia de repulsion electron-electrén, estos términos corresponden

a la energia de intercambio y correlacion Exc[p(r)].

Otro teorema propone que al escoger aquellas densidades que produzcan una
menor energia, es posible encontrar variacionalmente una energia que se aproxime
a la del estado basal del mismo modo que ocurre con el método variacional en la

metodologia de Hartree-Fock.

7.2 Metodologia de campo auto-consistente de Kohn-Sham.?®

La metodologia de campo auto-consistente Khon-Sham es anéloga a aquella de
Hartree Fock, en la que la dificultad para calcular la energia de la molécula se
encuentra en el término del Hamiltoniano que determina la energia de interaccion
electron-electron, para resolver este problema propusieron un sistema de electrones
no interactuantes con un Hamiltoniano que remplaza el operador de Fock por el

operador mono electrénico de Kohn-Sham.

hKS:—1V2—§: % + [ ) gy y
i o Vi - ‘72'_77{‘ 7}—7"" xc Ec. 3.3

Este sistema de electrones no interactuantes se utiliza como un sistema de
referencia ficticio, el cual experimenta un potencial externo para que la densidad

electrénica sea la misma que la densidad exacta de la molécula estudiada.
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Los orbitales ¥;  de este sistema de referencia corresponden a la funcion de onda

escrita como un determinante de Slater, en el cual la parte espacial de los espin-
. , ., . hks
orbitales depende de un solo electron y son funcion propia del operador /%

Para sistemas moleculares con orbitales semillenos, es decir de capa abierta, la
densidad electronica de los electrones a y B se calcula por separado, por lo tanto la
energia de intercambio y correlacion, asi como la energia cinética se consideran de
manera independiente. La ecuacion 3.2 puede ser reescrita en términos de orbitales

de un electrén:

Ec.3.4
N M N '

Elp(r)] = Z[<¢7‘—%V3 ¢7;> - <¢7; > % ¢7;> + Z<¢7 %f%dr' ¢¢> + Exc[p(r)]
i T i r,—r

Donde N y M corresponden al nimero de electrones y nucleos, respectivamente, y

la densidad de la funcion de onda de Slater es:

N

P = Z<¢z

1=1

¢z‘> Ec. 3.5

El cuarto término que aparece en la ecuacion 3.3, corresponde al operador de

potencial de intercambio y correlacion, conocido como la derivada del funcional

Exp(r)]

_ OBxp(r)]
e 8,0(7“) Ec 3.6

La importancia del funcional Exc/p(r)] radica en que incluye la energia de

correlacion cinética, la energia de intercambio que aparece debido a la interaccién
entre electrones con espines paralelos y la energia de correlacion coulombica. A
pesar de que corresponde a una fraccion de la energia total de la molécula, es el

anico término desconocido en las ecuaciones de Khon-Sham, por lo que encontrar
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el valor de energia de intercambio y correlacion es necesario para conocer la

energia exacta de la molécula.

7.3 Funcionales de Intercambio y correlacion.

La energia E.. es siempre tratada como la suma individual de las contribuciones de

correlacion e intercambio.

Exc — Ex + Ec Ec. 3.7

Estos valores de energia dependen directamente de la densidad electronica p(r),
sin embargo el valor de la energia de intercambio y correlacion puede ser tratada a
partir de diferentes aproximaciones de esta variable. La mas simple de ellas es la
aproximacion local de la densidad (LDA), la cual indica que el valor de Exc para un
punto r puede ser calculada a partir de la densidad p en esa posicion. Otra
aproximacion es la del gradiente general (GGA), que tiene caracter semi-local, ya

que incluye correcciones por gradiente de la densidad Vo en los puntos locales r

esto debido a que la densidad entre los atomos, no es homogénea.

A partir de estas aproximaciones, los funcionales Excvan siendo mejorados al incluir

variables como la energia cinética del orbital ( 7 ), el intercambio exacto de Hartree-

Fock (EfF ), y orbitales virtuales de Kohn-Sham.?°

La clasificacién de estas aproximaciones fue propuesta por Perdew y la denoming,

la escalera de Jacob: 3°

RPA Generalizado (p, Vp, 1) +

Intercambio exacto de HF +
Orbitales virtuales de KS
Hyper-GGA (p, Vp, T) + /
Intercambio exacto de HF

\ Meta-GGA (p, Vp, ) /
\ GGA (p, Vp) /

LDA (p)
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7.4 Funcional M05-2X

El funcional M05-2X es un funcional no local desarrollado por Zhao y Trulhar, de la
familia de funcionales parametrizados de Minnesota, que tienen la caracteristica de
ser hibridos, hyper-GGA, es decir que el potencial de correlaciéon e intercambio,
considera de manera parcial el intercambio exacto de Hartree Fock, asi como la
energia cinética de la densidad (1), el gradiente de la densidad (Vp) y la densidad

local (p).

Las partes locales del funcional M05-2X dependen de 3 variables: densidad de Spin
P, , gradiente de densidad de spin reducida ¥, y densidad de la energia cinética

de spin 7, .

occup

Ta :%Z‘V\DZ‘UQ

Ec. 3.9

El funcional de correlacion meta-GGA para M05-2X trata a los espines opuestos y
los paralelos de manera diferente. Por lo que la correlacion total para el funcional

de correlacion MO5 es:
E, = EY + ES* + E Ec.3.10
La energia hibrida de correlacion e intercambio puede ser escrita como:

X X
pwt — 2 pHF | | _ 2= |pDFT | pDFT Ec. 3.11
XC 740X 100) * ¢

EHF es |la energia no local de intercambio y X es el porcentaje de intercambio de
Hartree Fock en el funcional hibrido. EPYT es la energia de intercambio local y la

energia de correlacién local de DFT.
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Este funcional esta altamente parametrizado con resultados empiricos,
especialmente para tomar en cuenta las interacciones no covalentes que son

importantes en biomoléculas como ADN, ARN y proteinas.s?

7.5 Métodos de solvente: SMD**

Debido a que una gran parte de las reacciones quimicas no ocurren en fase gas, es
importante considerar un modelo de solvente que tome en cuenta los cambios en la
energia libre de las reacciones y de solvatacion en los calculos de la mecanica
cuantica, en la que el soluto puede interactuar con este solvente de manera explicita
con moléculas de agua explicitas alrededor de la molécula o implicita, que utiliza
una aproximacion continua donde la estructura electronica de una molécula en un
liquido, es reducido al tamafio del soluto al someterlo en un medio uniforme vy

polarizable, con una constante dieléctrica definida.

La energia libre de solvatacion AG®s, para el modelo implicito es una contribucion

de 3 contribuciones distintas:

AG, = AG

elec

+ AG,,, + AGy,, Ec.38

Donde AGuiy corresponde a la polarizaciéon del medio continuo debida a la
distribuciéon de carga de la molécula, AG... es la energia libre correspondiente a la

formacién de cavidad en el solvente y AG... a las interacciones multipolares entre

el solvente y el soluto.

El modelo SMD desarrollado por Truhlar y Cramer#’, esta basado en la densidad de
carga mecanocuantica de una molécula de soluto interactuando con una

descripcion continua del solvente. Este modelo separa la energia libre de
solvatacion observable en 2 partes principales: La contribucion electrostatica 4 Gevr
en el seno de la solucion, que surge debido a un campo autoconsistente de reaccion
y la contribucion AGws de la estructura cavidad-dispersion-solvente que es la

contribucion de las interacciones cercanas entre soluto y moléculas de solvente en
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la primera esfera de solvatacion. La contribucion 4 G°.. corresponde al cambio de

concentracion estado estandar de la fase gas al estado estandar en fase liquida.

AGO = AGENP + AGCDS + AGG Ec. 3.9

conc
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8 Cinética Quimica.

La cinética quimica, también denominada cinética de las reacciones, estudia las
velocidades y mecanismos de las reacciones quimicas. Un sistema reactivo no esta
en equilibrio, por lo que la cinética de las reacciones no se considera parte de la
termodinamica.®?

La representacion cinética de una reaccion se debe a la rapidez de desaparicion de
reactivos o la de aparicion de productos, es decir un cambio en la concentracion de

estas especies respecto al tiempo.

Ej. Sea la reaccién

aA+bB — cC + eF Ec. 41
Se puede expresar la rapidez:

_ _1dA]_ 1dB] _1dC] _ 1dE]

a dt b dt c dt e dt

Ec. 4.2

Entonces la velocidad de la reaccion puede ser determinada a partir de medir el
cambio de la concentracion respecto al tiempo, algo que se puede realizar de
manera experimental, por lo que se concluye que la rapidez de la reaccién puede

ser determinada a partir de las concentraciones de las NN especies involucradas

multiplicando una constante de proporcionalidad.
r = KA [B)"..[N]" gc. 43

Los exponentes de cada concentracion determinan la participacion de las especies
en reaccion denominado “orden parcial” de reaccion que dan lugar al orden total de

la reaccion “n” que se calcula:

n=a+0+..+1v Ec. 4.4

Sin esigual a 1, se le llama una reaccion de primer orden, si es igual a 2 es de
segundo orden y asi sucesivamente, este orden de reaccion es determinado

experimentalmente.

36



También aparece una constante de gran importancia en los calculos cinéticos,
llamada constante de velocidad “k” que es independiente de las concentraciones
involucradas, por lo que puede ser utilizada como criterio de comparacion entre

reacciones.

8.1 Teoria del Estado de Transicion (TST).

La teoria del Estado de Transicién fue desarrollada por Pelzer, Wigner, Evans,
Polanyi®® y Eyring34, con la finalidad de construir una teoria que permita conocer

las constantes de velocidad para reacciones de manera tedrica.

La TST los reactivos forman una nueva especie al aproximarse a un punto de silla
en la superficie de energia potencial, la cual corresponde al estado de transicion
entre productos y reactivos, llamado complejo activado, posteriormente al cruzar
este punto de silla se da lugar a los productos correspondientes y por lo tanto no es

un proceso reversible.

Second Order Saddle Point

Transition
Structure B

Transition Structure A

Second Order ;
Saddle Point
Valley-Ridge
Inflection Point

Figura 15. Superficie de energia potencial en 3 dimensiones.?
La TST supone que conocer la superficie de energia potencial es suficiente para
conocer la estructura de las especies, las cuales se tratan como un sistema

mecanico-cuantico donde la energia potencial de los nucleos depende de su

posicién relativa, por ello, las coordenadas nucleares se van variando a la par que

37



se resuelve la ecuacion de Schrodinger usando la aproximacion de Born-

Oppenheimer para cada posicion nuclear fija.®?

Con las segundas derivadas de la energia respecto a la posicion de los ndcleos se
calculan las constantes de fuerza para la configuracién establecida, y es posible
conocer si se encuentra en un maximo, un minimo o un punto de silla de la energia

potencial “V”.

El calculo de frecuencias es de principal interés en la busqueda del estado de
transicion ya que al encontrar sélo una frecuencia imaginaria se encuentra el punto
de silla en la superficie de energia potencial (es decir un punto maximo en la
direccién de la coordenada de reaccion) al modo normal de vibracién se le denomina

vector de transicion.

También se supone que las moléculas reactivas mantienen una distribucién de
Boltzmann a lo largo de la coordenada de reaccion, la figura 16 describe este

movimiento de los reactivos a lo largo de una coordenada.

De acuerdo a la distribucion de Boltzmann para una reaccion que depende de dos
estados que son Reactivos y Estado de Transicion, en el cual el complejo activado

al que llamaremos X, esta formado por A-B:

A+B <2 A--B—-C+D
X

Ec. 4.5

El cuasi-equilibrio quimico de los reactivos con el estado de transicion
corresponde a:

_ X
r [A][B] Ec. 4.6

La constante K: se puede obtener en funcion de sus propiedades moleculares
utilizando dicha distribucion:

y AE,

z 9r kT

rEN N e " Ec. 4.7
AVp  dulp
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donde Nes el nimero de moléculas para 4, By Xmientras que “q” son las funciones
de particién canodnicas (NVT) de cada una de las especies y AE es la diferencia de
energias electronicas en los estados energéticos de estado de transicion y

reactivos.

Realizando un tratamiento estadistico es posible pasar de moléculas a
concentracion de especies mediante mecanica estadistica y se puede reescribir la
constante de velocidad en funcién de las propiedades termodinamicas de las
especies.

AG*

kT ———

_ B~ RT
k., = ok A € Ec. 4.8

r

Se afiaden las correcciones por degeneracion de paso de reaccidbn o que
corresponde al numero total de simetria de rotacién de los reactivos, y por efecto
tunel K, debido al comportamiento ondulatorio de las particulas extremadamente

pequefias que pueden atravesar la barrera de energia potencial. %°

Gibbs Free Energy
¢
F'I(

Reactants

Products

Reaction Coordinate

Reaction: HO" + CHsBr - [HO---CH;---Br]* - CH;OH +Br

Figura 16. Coordenada de reaccién en 2 dimensiones, donde se
observa la barrera de energia para formar el complejo activado.?*
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8.2 Teoria de Transferencia electrénica.

Esta teoria fue desarrollada por Marcus?®, con la finalidad de encontrar las energias
de activacion para reacciones donde el estado de transicion ocurre en una transicion

electrénica.

En una reaccion de transferencia electronica, al no existir una formacion o
rompimiento de enlaces, se necesita una aproximacion diferente para evaluar el TS
debido a que el electron tiene una velocidad mayor a la de los ndcleos, por lo que

estos ultimos quedan “fijos” durante el paso de reactivos a productos.

Marcus propone que es posible representar las coordenadas nucleares en una sola
direccion sobre la superficie de energia potencial, lo que lleva a la formacion de
pardbolas alrededor de los minimos locales de productos y reactivos. Debido a esto
existe un punto, como se muestra en la figura 17, donde las parabolas se cruzan el
cual corresponde al estado degenerado de estas 2 moléculas formando un estado

de transicion de transferencia electrdnica.

Fotentiol Energy Surfoces, Profile

POTENTIAL EMERGY U

N I N
MUCL FAR COORDINATES

Figura 17. Esquema de interseccidn en la energia potencial de reactivos
Ry productos P.3*

Este principio derivd a una formulacibn mateméatica del calculo del estado de

transicion, a partir de la energia de reaccion y reorganizacion.
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A

AGE =2
4

1+ Ec. 4.9

En esta ecuacion AG™* corresponde a la energia libre de activacion, AG’la

energia libre de reaccion y A a la energia reorganizacion nuclear:

A= AF — AG" Ec.4.10

De la cual AE es la energia de relajacion vibracional que corresponde a la
energia de los productos en geometria de los reactivos®’ representado en el
esquema de la figura 18.

.I...é@.’-:i:::::'
s
_QG*’

Figura 18. Representacion grafica del calculo de la energia libre de activacion que
corresponde a la interseccidn de las 2 pardbolas de energia potencial y donde A
corresponde e la energia de reorganizacion.®
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Objetivos.

9 Objetivos generales.

Utilizando la teoria de funcionales de la densidad, estudiar la susceptibilidad de la
Guanosina de ser reparada por distintas moléculas antioxidantes debido a su
actividad tipo uno, conocer la constante de velocidad a la que ocurren estas
reacciones y los mecanismos por los que es subsanado el dafio debido a las causas

de dafio primarias y secundarias.

9.1 Objetivos particulares.

e Conocer la viabilidad termodinamica de las reacciones para los mecanismos
de reparacion.

e Buscar la geometria del estado de transicion de las reacciones estudiadas.

e Calcular las constantes de velocidad de la reparacion por transferencia de
atomo de hidrégeno para los distintos antioxidantes.

e Calcular las constantes de velocidad para las reacciones de transferencia de
un electrén que evita el dafio del catidén radical Guanosina.

e Conocer las constantes de velocidad global para la reparacion de la

Guanosina tomando en cuenta el pH
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Metodologia.

10 QM-ORSA

Para evaluar la rapidez de la reaccion de reparacion, se sigue la metodologia
denominada QM-ORSA (Prueba global basada en la mecéanica cuantica para

evaluar la actividad antioxidante).

Es un protocolo mediante el cual se obtienen propiedades termodinamicas de las
moléculas de estudio utilizando calculos de mecanica cuantica, se consideran
efectos de solvatacion mediante el modelo smd, se realizan también correcciones
de efecto tunel en la transferencia de atomos de hidrogeno debido al tamafio de
estas particulas, se lleva a cabo el calculo de constantes de velocidad utilizando la
teoria del estado de transicion tomando en cuenta la importancia del pH fisiol6gico

debido al predominio de especies a pH=7.4.

La actividad antioxidante esta validada por esta metodologia ya que fueron
comparados resultados experimentales y teéricos de 16 reacciones, en las que de
manera general se calculé una sobreestimacion de la barrera de reaccion de tan
s6lo 0.64 kcal mol*.38

Para conocer los mecanismos por los que ocurre la reparacion, es necesario realizar
el calculo de la coordenada intrinseca de reaccién (intrinsic reaction coordinate,

IRC) que conecta reactivos con los productos.
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11 Célculos computacionales.

En el presente trabajo se realizo optimizacion de geometria y célculos de frecuencia
vibracional para cada uno de los sistemas estudiados que involucran las reacciones
de antioxidantes, con el carbono 4’ del nucledtido de Guanosina para reacciones
gue involucran una donacion directa de un atomo de hidrogeno y del cation radical
para reacciones de transferencia de un electron, esto incluye reactivos
(antioxidantes, y nucle6tido dafiado), productos (nucleétido reparado y antioxidante
radicalario) para el mecanismo SET y se incluyo el calculo de estado de transicion

para el mecanismo HAT.

Los calculos fueron realizados en el programa Gaussian 09, con la base 6-31+g(d,p)
y a un nivel de teoria M05-2x. Este funcional fue desarrollado para estudios de
termoquimica, cinética quimica e interacciones no covalentes, el cual esta
parametrizado Unicamente para no metales®® y ha demostrado excelentes
resultados en reproducir caracteristicas estructurales del ADN“° asi como distintas

biomoléculas.*!

Ademas se tomaron en cuenta efectos de disolucién en agua, utilizando el modelo

de disolvente continuo scrf=smd (solvent model density).*2

Se realiza el calculo de estructura electronica de las especies determinantes de la
reaccion, es decir productos y reactivos, lo que conlleva a una optimizacion y calculo
de frecuencias con el funcional, la base y el método de solvente descritos, para los
calculos del estado de transicion se realiza una optimizacion a un punto de silla en

la superficie de energia potencial.
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11.1 Moléculas de estudio HAT.

Tabla 3. Estructuras de los reactivos y productos de la reaccion de reparacidn por
transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT)

Reactivos Productos Nombre
h\
/\' ~ /} ““-‘d\ll-
e ' it A\
"o {'{ }\L___ P W fil'i )L‘-—ré =N,
,--”'C“““ ~ N \/5\ N ) Nucleétido
el oo o \ e
L,H/ — ) k’_ "‘:;{ Guanosina
N s |
— it
Q H 0 A
%‘;x’" \Q\\\: /,tm
i \‘04 o \b'
OH o
HO OH HO OH
Pirogalol
o o
HO OH HO o Anién
Pirogalol
HO 0
Dopamina
NH; NH;
HO HO
o

OH
P-Bromofenol
(4-Bromo fenol)
Br

Br
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P-Bromotiofenol
(4-Bromo

bencenotiol)

SH :
Br Br

s
HO ~ Q o-
0
o) Anidn
° \
\ HO oH Quercetina
HO OH
o)

O OH
OH

11.2 Moléculas de estudio SET

Tabla 4. Estructuras de los reactivos y productos de la reaccion de reparacién por
transferencia de un electron. (SET)

Reactivos Productos Nombre

l‘\ \
) R
i Jid A b I AL
o] s ~N o t N 7.
\ A Ny \, O~ Sy Nucleétido
o O e O
e e - o e .
o SR o <« H Guanosina
\\\\ /,c: H \\\ 4 H
3/- Y, o _\
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Anidn
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Como consideracion importante se agreg6 un fosfato al nucleétido de Guanosina

sobre el oxigeno en la posicion 3’ de la ribosa, para simular su presencia en la

cadena y se agregaron hidrogenos a un oxigeno de cada uno de los fosfatos para

tener en cuenta la valencia al estar unido a 2 nucle6tidos mas.

11.3 Calculo de constantes de velocidad

La constante de velocidad es calculada utilizando la teoria del estado de transicion

utilizando la ecuacion 4.8 para reacciones HAT y ademas se utiliza la teoria de

transferencia electrénica para mecanismos SET, para conocer esta constante en

estado estandar 1 M.
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Se realizan correcciones al AG* de activacion restandole -4.44kcal/mol. Esto es
debido a que la correccion del estado fase gas a estado en solucion 1M corresponde
a -1.89 kcal/mol, mientras que la correccion debida a efectos por caja de solvente
es de -2.55 kcal/mol.*3

Esta correccidn solo se realiza en reacciones bimoleculares en las que so6lo haya
un producto o en el caso de un estado de transicion el cual forma un complejo

activado.

En el caso de que la constante de velocidad sea 210°, quiere decir que es una
reaccion controlada por difusion, entonces la velocidad esta limitada por la velocidad

a la que se encuentran los reactivos en determinado medio de solvatacion.

Debido a esto es posible realizar una correccion con base en la teoria de Collins-
Kimbal que indica que es posible calcular la constante de velocidad aparente de una
reaccion controlada por difusién de acuerdo a la ecuacion 5.1.

Lk _ kTSTkD

app kTST + kD Ec.5.1

donde kzsr es la constante calculada mediante la teoria del estado de transicion y
ko es la constante de Smoluchowski que es la constante de velocidad para una
reaccion bimolecular irreversible que esta controlada por difusion.

Para considerar el efecto tunel que puedan presentar las reacciones se utiliza la

metodologia de zero-curvature tunneling*+.

Y debido a la estructura de los antioxidantes, hay que realizar correcciones por
degeneracion de paso de reaccién solo para la segunda desprotonacion del
pirogalol.
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11.4 Consideracion del pH fisioldgico.

Para considerar el efecto del pH se calcularon las concentraciones molares relativas
de cada una de las especies en solucién acuosa, haciendo uso de las constantes
globales de formacion, B, que se obtienen a partir de sus pKas calculados
tedricamente®®, de los distintos antioxidantes a condiciones estandar utilizando las

ecuaciones:

oK AG

@ 2303RT E¢52

-1
(I)ALT, =1+ Zﬁz‘[l’] ZﬁZ[L]Z Ec.5.3

Y se corrige la constante de velocidad tomando en cuenta estas fracciones molares.

kspr = mf(HA)kgpr + mf(A7 )kgpr Ec. 5.3
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Resultados.

12 Efecto del pH.

Las distintas especies fendlicas al actuar como antioxidantes del tipo |, dependen
de la capacidad de donar un &tomo de hidrégeno o un electron para participar en
mecanismos de reparacion. Se ha observado que el mecanismo por el que ocurre
esta reaccion esta influenciado por la disociacion en solucién acuosa de las
especies de manera significativa ya que sélo aquellas especies capaces de donar
un atomo de hidrégeno, pueden reparar por mecanismo HAT formando radicales
sobre el &tomo donante y por mecanismo SET formando un cation radical, mientras
gue las especies anionicas, al no contar con un hidrégeno lo suficientemente acido
para ser donado o a una concentracion apreciable, el mecanismo por el que puede

reparar es Unicamente por transferencia de un electrén.

Al ser las células del cuerpo humano un medio mayormente acuoso, con un pH
fisiolégico de alrededor de 7.4, es importante conocer la concentracion relativa de
las especies a estas condiciones, por lo que se obtuvieron las fracciones molares
(fm) de las moléculas de estudio utilizando sus valores de pKa en solucion acuosa,

realizando diagramas de concentracion molar para cada una de ellas.

12.1 Fraccion molar para las especies antioxidantes.

Se presentan algunos diagramas de concentracion relativa en solucion acuosa, ya
que se pueden perder desde 1 hasta 5 protones dependiendo de la especie. Sin
embargo el célculo de la abundancia relativa es similar en todos los casos,
Gnicamente se modifican las constantes de formacion de las especies de interés de

acuerdo con la ecuacién 5.2.
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Figura 20. Diagrama de concentracidn molar relativa en funcién del pH para el
bromofenol.
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Figura 21. Diagrama de concentracidon molar relativa en funcién del pH parala
Quercetina.

Tabla 5. Fracciones molares (a) a pH fisioldgico.

ph=7.4 a neutro aanion
Pirogalol 0.9869 0.0130
Bromofenol 0.9870 0.0130
Bromotiofenol 0.0136 0.9864
Dopamina 0.9533 (cation) 0.0467(neutro)
Quercetina 0.0686 0.6702

Se puede notar que la mayoria de las especies en disolucién acuosa a pH fisiolégico
se encuentran en su forma protonada, excepto para la Quercetina y el
bromotiofenol, ya que el enlace azufre-hidrégeno es mas débil que el oxigeno-
hidrogeno debido principalmente al tamafio del atomo, mientras que la Quercetina
al tener una estructura de flavonoide, puede estabilizar la carga debido a la

conjugacion aromatica de la estructura total.
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En el caso de la Dopamina, al tener un grupo amino, este se encuentra protonado
a pH é&cidos, y se ha encontrado que el primer protén que dona es aquel que

corresponde al grupo hidroxilo en posicion meta de la cadena alifatica.

13 Estructuras optimizadas.

Figura 22. Estructuras Figura 23. Estructura
optimizadas para los optimizada para el estado de
reactivos de la Dopamina, transicién de la reparacién
4-Bromotiofenol y por 4-Bromotiofenol del
Quercetina. carbono 4’

o33

Figura 24. Estructura optimizada para el estado de transicion de la reparacion por
Pirogalol del carbono 4’
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Figura 25. Estructura optimizada para el estado de transicién de la reparacién por
anion Quercetina del carbono 4’

Figura 26. Estructuras optimizadas para los reactivos de la reaccion de reparacion
por Pirogalol.

Figura 27. Estructuras optimizadas para los productos de la reaccion de
reparacion por Pirogalol.

Es pertinente aclarar que para las moléculas que involucran especies radicales asi
como en los estados de transicion tienen una multiplicidad de doblete, mientras que
las especies en su estado basal su multiplicidad es de singulete.
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Figura 28. Grafico de la coordenada de reaccién intrinseca para la reaccién de
transferencia de hidrégeno del Pirogalol al carbono 4’ de la Guanosina.

La figura 28 representa la geometria y energia correspondiente para cada paso del
camino de reaccion en direccion de reactivos a productos de la transferencia de un
atomo de hidrégeno pasando por un estado de transicion que corresponde al punto
de maxima energia.

Tabla 6. Distancias de transferencia de hidrégeno en el TS

C-H H-O H-S
Pirogalol 1.31227 1.24771 -
anion Pirogalol 1.37845 1.17792 -
Dopamina 1.29268 1.25825 -
Bromofenol 1.27068 1.29656 -
Bromotiofenol 1.54608 - 1.49185
anién Quercetina 1.36626 1.19076 -
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Como se observa en la tabla 6, la distancia de transferencia para los enlaces
carbono-hidrégeno depende del heteroatomo donante, en el caso del oxigeno, esta
distancia se encuentra alrededor de 1.3 A, distancia que se ve aumentada por la
presencia de una carga negativa en la molécula antioxidante que atrae el hidrégeno
transferido a la especie con méas densidad electronica, mientras que la distancia
oxigeno-hidrégeno se encuentra alrededor de 1.25 A, y se ve disminuida de igual

manera por la presencia de una carga negativa en la molécula antioxidante.

Se puede observar que el enlace de transferencia azufre-hidrégeno tiene una
distancia mayor al enlace O-H, esto se debe a que el tamafio del atomo de azufre
es mayor que el oxigeno y la electronegatividad entre los atomos S y H es més
parecida. Esto también influye en la distancia C-H ya que el carbono y el hidrogeno

tienen electronegatividades similares pero el carbono tiene un menor radio atémico.
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14 Analisis termodinamico de las reacciones de reparacion.

El estudio de la energia libre de Gibbs de una reaccidon es un criterio de
espontaneidad en condiciones de temperatura y presion constantes para determinar
si una reaccién ocurre, ya que si esta energia es negativa puede llevarse a cabo la

reaccion.

Si las reacciones resultan ser exergonicas (con energia libre de Gibbs negativa),
entonces es necesario realizar el calculo de la constante de velocidad de reaccién,
debido a que el AG no define la rapidez. Si las reacciones son endergonicas, la
reaccion no es termodinamicamente viable es decir que no es espontanea y no es

necesario calcular constante de velocidad en esos casos.

La energia libre de activacion nos da un indicio de que tanta energia es necesaria
una reaccion pase de reactivos a productos, por lo que a mas altas energias de

activacion la reaccidén es mas lenta de acuerdo a la teoria del estado de transicion.
14.1 Reparacion por mecanismo HAT
En la tabla 7 se presentan las propiedades termodindmicas calculadas para las

reacciones de reparacion que son: la energia libre de reaccion, la entalpia de

reaccion y la energia libre de activacion.

Tabla 7. Resultados termodinamicos para la reparacién de transferencia
de un dtomo de hidrégeno.

AG (kcal/mol) | AH (kcal/mol) | AG* (kcal/mol)
Pirogalol -18.1080561 -19.0486936 11.4755361
anion Pirogalol -23.3232917 -23.9658619 13.2319366
Dopamina -14.398217 -15.5139297 9.09852825
Bromofenol -7.64683686 -8.01769527 12.2561586
Bromotiofenol -18.482052 -19.4107668 0
anién Quercetina -19.2093361 -19.6780861 15.9327397
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Es posible identificar tres principales caracteristicas:

La primera de ellas es la tendencia a que la energia libre de reaccion es muy similar
a la entalpia de reaccion, esto se debe a la molecularidad de la reaccion, ya que al
tener dos reactivos y dos productos, el valor de -TAS es muy cercano a 0, ya que

no se ve modificada de manera significativa la entropia de la reaccion.

Otra caracteristica que tienen en comun los resultados es que todas las reacciones
son de caracter exergbnico y exotérmico, cuyos AG y AG” van de -23.3 kcal/mol a
-7.65 kcal/mol y de 0 kcal/mol a 15.93kcal/mol respectivamente, por lo que se puede
afirmar que son viables termodindmicamente y son capaces de realizar una

reparacion sobre el carbono 4’ de la Guanosina.

Ademas, se observa que no hay una barrera de activacion para la reaccion de
transferencia de hidrégeno para el antioxidante 4-Bromotiofenol por lo que este
estado de transicion ocurre Unicamente por difusion como se discutira mas adelante,
la variaciébn de energia se ve mejor representado en el diagrama siguiente que

corresponde a la figura 29.
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Pirogalol anioén Pirogalol Dopamina
Bromofenol = Bromotiofenol anion Quercetina

Figura 29. Diagrama de energia de activacién de los distintos antioxidantes
fendlicos para reparacion HAT del carbono 4’ de la Ganosina
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Esto se puede deber a la labilidad del enlace azufre-hidrégeno, asi como la similitud
que tiene este heteroatomo con la molécula encargada de realizar esta reparacion
en el cuerpo humano que corresponde al Glutation*’ el cual también dona el

hidrogeno enlazado al azufre.

Del mismo diagrama se puede notar de mejor manera que la energia de activacion
mas grande corresponde a la reaccion de reparacion del anién quercetina, molécula
que tiene una estructura de flavonoide y su funcibn como antioxidante se ve
distribuida entre el tipo primario y el tipo secundario debido a su estructura con dos
anillos arométicos, los cuales pueden absorber la radiacion ionizante, y debido a
esta misma estructura, tiene mas dificultad en acercarse a la posicion de reparacion
necesaria en el nucledtido de Guanosina. El anion Pirogalol tiene la segunda
energia de activacion mas alta, sin embargo tiene la energia de reaccion mas
exergonica, lo que indica que la estabilidad de este residuo de la reparacién es mas
alta que las deméas moléculas al contener varios oxigenos donando densidad
electronica al anillo y por lo tanto es capaz de estabilizar un radical con mayor
facilidad. Esto se refleja de igual manera en que la segunda energia de reaccion
mas baja corresponde al anion de quercetina, que debido al mismo efecto es un
residuo mas estable en comparacion a los demas. Debido a que todas las especies
estudiadas contienen un anillo aromatico comparten en mayor o menor medida esta
caracteristica, lo cual es una consecuencia favorable de la reparacién quimica por

antioxidantes.

En el caso de las moléculas que contienen un grupo desactivante del benceno como
lo es el bromo, afecta la estabilidad del anillo en presencia de un radical debido a la
alta densidad electrénica de este atomo. Por lo que la reparacion aunque se lleva a
cabo, la especie radical bromofenol no es la mas estable entre todos los

antioxidantes comparados.

60



14.2 Reparacion por mecanismo SET

Para las reacciones de transferencia de un electrén, se pueden observar en la tabla

8 resultados de energia libre de reaccién que van desde los -28.67 kcal/mol a los

9.09 kcal/mol, esto se debe a que la transferencia de un electrén de las especies

con mayor densidad esta favorecida debido a los efectos de resonancia aromatica,

asi como la disponibilidad de la carga de ser transferida de una molécula a otra.

Tabla 8. Resultados termodindmicos para la reparacién de transferencia

de un electron.

AG (kcal/mol) AG# (kcal/mol)
Pirogalol 0.41170931 7.10676833
anién Pirogalol -28.6683591 0.05503017
Dopamina 0.43429967 5.1533654
Bromofenol 9.08515253 11.9000615
anion Bromofenol -22.1912009 0.04022009
Bromotiofenol 8.88183929 11.3817063
anion Bromotiofenol -27.5651965 4.58087037
Quercetina -0.67953058 6.58574404
anion Quercetina -22.8519689 0.03191006

Esta variacién de energias tanto de reaccién como de activacién puede ser mejor

visualizada en el siguiente diagrama, donde se pueden discernir hasta 3 grupos

distintos, aquellas reacciones que son totalmente exergdnicas, unas que son

aproximadamente isoergénicas y aquellas que son endergdnicas.
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Figura 30. Diagrama de energia de activacidn de los distintos antioxidantes
fendlicos para reparacion SET del catidn radical Guanosina.

Para poder analizar de manera coherente los resultados de esta reparacion,
separamos los 3 grupos en distintitos diagramas, dejando fuera aguellas reacciones
que son endergonicas que corresponden al bromofenol y bromotiofenol por lo que
no son termodindmicamente viables debido a que sus productos son cationes

radicales que no son estables debido a la desactivacién del anillo aromatico debido

al &tomo de bromo.
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Figura 31. Diagrama de energia de activacion de los antioxidantes
fendlicos anionicos para reparacién SET del catidn radical Guanosina.
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En la figura 31, se puede notar que las reacciones que son altamente exergonicas,
de igual manera las barreras de activacién son muy bajas con una energia de
activacion entre 0 y 5 kcal/mol, y que corresponden a todos los antioxidantes en su

forma anioénica.

Como ya se menciond, esto se debe tanto a la estabilidad de los radicales libres
correspondientes a los aniones, asi como la disponibilidad del electrén a ser donado
debido a que el potencial de ionizacion de los aniones antioxidantes es menor que
las especies neutras como se puede observar en la tabla 9, estas son las reacciones
que mas probablemente sean capaces de evitar la propagacion del dafio del

nucleétido Guanosina.

Tabla 9. Potenciales de ionizacidn calculados para las especies
involucradas en la transferencia de un electrén.

Pl (kJ/mol)
Pirogalol 555.017
anién Pirogalol 434.528
Bromofenol 590.954
anién Bromofenol 461.365
Bromotiofenol 590.112
anién Bromotiofenol 439.098
Quercetina 550.495
anién Quercetina 458.627

Los valores tan bajos de energia libre de reaccion de la figura 31 son resultado de
gue esta donacidn genera especies altamente estables ya que dificilmente podrian

reaccionar donando el electrén restante.
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Figura 32. Diagrama de energia de activacion de los antioxidantes fendlicos
neutros para reparacién SET del cation radical Guanosina.

En la figura 32, se observan las reacciones que se encuentran en equilibrio entre su
forma neutray su cation radical, con valores de sus energias libres de reaccion entre
-1 y 1 kcal/mol, debido a que son reacciones isoergonicas y dependen de un
equilibrio. Se calcul6 la constante de velocidad para evaluar la rapidez con la que
los &tomos de oxigeno con electrones en su capa de valencia son capaces de
reparar por mecanismo SET.
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15 Constantes de velocidad de la reparacion.

Los procesos de reparacion ocurren por diferentes mecanismos, por lo que no
pueden ser evaluados de manera conjunta, ya que el mecanismo HAT ocurre en el
sitio especifico del radical 4’ de la porcion ribosa en el nucleétido y este es el
mecanismo es el mas abundante en radicales centrados en Carbono. De otro modo,
el mecanismo SET ocurre donando un electron al cation radical de la Guanosina

gue se encuentra deslocalizado en la base nitrogenada o en la ribosa.

Como referencia a la eficiencia de la reparacion, los resultados de las constantes
de velocidad son comparados con la constante de velocidad del anién Glutation
calculada tedricamente para el proceso de transferencia de hidrégeno, que se

encuentra en un rango de ~10” a ~108 M1 s1, 48

Debido a que esta molécula no es capaz de realizar una reparacion por el proceso
de transferencia de un electron, se tomara para este segundo mecanismo como
referencia la constante del limite de velocidad controlado por difusién que es del

orden <~1019,

15.1 Reparacion del radical G".

Las especies con una mayor constante de velocidad estudiadas en este trabajo son
la dopamina y el bromotiofenol con constantes de velocidad lo suficientemente altas
para competir con el Glutation. Sin embargo, no es de descartarse la velocidad de
reparacién de las otras especies ya que el rango en el que se encuentran es
suficiente para considerarse una reparacion rapida y viable del radical de

Guanosina.
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Tabla 10. Constantes de velocidad con y sin influencia de pH.

k (M1s?) k pH=7.4 k total (M?s?)
Pirogalol 2.38E+04 2.35E+04
- 2.49E+04
anion Pirogalol 1.06E+05 1.38E+03
Dopamina 1.32E+06 1.26E+06 1.26E+06
Bromofenol 2.16E+04 2.12E+04 2.12E+04
Bromotiofenol 4.35E+09 5.93E+07 5.93E+07
anion Quercetina 4.12E+03 2.76E+03 2.76E+03

Se puede observar en los resultados de la tabla 10 la influencia que tiene el pH
sobre la constante de velocidad, especialmente para la especie bromotiofenol, ya
que a pesar de no tener barrera de activacion y estar aparentemente controlada por
difusion, se disminuye en 2 6rdenes de magnitud el valor de la constante debido a
la baja fraccibn molar que presenta a condiciones fisiologicas al encontrarse

mayormente protonada debido a su equilibrio &cido base en disolucion.

15.2 Reparacion del catién radical G™.

Para prevenir el posterior dafio a la Guanosina, la estabilizacion del cation radical
debe ser mucho mas rapida que la del mecanismo de transferencia de hidrégeno,
esto es debido a que la pérdida del proton de la reaccion G+ - G*(H*) es un proceso
limitado por difusién, por lo que las constantes de velocidad para la Quercetina,
anion bromotiofenol y dopamina que se muestran en la tabla 11 son capaces de

realizar esta reparacion.
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Tabla 11. Constantes de velocidad con y sin influencia de pH.

k (M1s?) k pH=7.4 k total (Ms?)
Pirogalol 3.81E+07 3.76E+07
— 9.51E+07
anioén Pirogalol 4.41E+09 5.75E+07
Dopamina 1.03E+09 9.83E+08 9.83E+08
Bromofenol - -
. 5.54E+07
anion Bromofenol 4.26E+09 5.54E+07
Bromotiofenol - -
= : 1.65E+09
anion Bromotiofenol 1.68E+09 1.65E+09
Quercetina 9.18E+07 6.30E+06
= : 2.64E+09
anion Quercetina 3.93E+09 2.63E+09

Como era de esperarse debido a los resultados termodinamicos de la tabla 8, el
bromofenol y el bromotiofenol en su forma neutra no aportan nada a la reparacion
del cation radical, sin embargo por la barrera energética tan baja de sus fracciones

aniénicas, tienen una constante de velocidad alta.

Del mismo modo que en el mecanismo anterior, para las especies pirogalol y
bromofenol, a pesar de no tener una constante de velocidad lo suficientemente alta
para ser competitiva, si se tratan de reacciones rapidas que pueden contribuir a la

prevencion del dafio al ADN.
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Conclusiones.

El estudio utilizando funcionales de la densidad, de la reparacién quimica de la
Guanosina fue llevado a cabo utilizando una metodologia para evaluar la actividad
antioxidante de distintas moléculas fendlicas, o en el caso del tiofenol un analogo al
fenol, donde se encontraron resultados favorables para este tipo de estructuras. En
concreto, 2 de ellas dieron resultados Optimos de reparacion, tratandose de la
Dopamina y el 4-Bromotiofenol, debido a que los grupos funcionales que presentan

se comparten en distintas moléculas dentro del cuerpo humano.

La eficiencia de los antioxidantes fendlicos fue evaluada encontrando resultados
termodinamicamente viables en los dos tipos de mecanismos estudiados con
constantes de velocidad que van desde ~10* a ~108 M1s! para las reacciones de
reparacién que van por la via HAT, que repara el dafio del radical Guanosina. Y
para el mecanismo SET constantes de ~10’ a ~10° Mst que repara el catién

radical del nucleétido.
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